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論  文  内  容  の  要  旨  
 
抗生物質は，ヒトや家畜の感染症治療に汎用されている主要な医薬品である
が，抗生物質の乱用による耐性菌の出現が問題となっている．特に家畜の場合，
抗生物質は疾病治療のための動物用医薬品のみならず，感染症予防を目的に飼
料添加物としても用いられている．動物用医薬品や飼料添加物の使用方法とし
て，用法用量や休薬期間が法律で定められているが，これらを遵守しなかった
場合，抗生物質が畜産食品中に残留して，耐性菌出現の原因となることや，ヒ
トへの健康被害が生じることが懸念されている．  
他方，ヒトの疾病治療において，有効治療域の狭い抗生物質では副作用が生
じやすく，適切な治療効果が得られないこともあり，このような場合，治療薬
物モニタリング（ TD M）が推奨されている．TDM は適正な薬物療法を行うため
の方法であり，血中薬物濃度を正確に測定する必要がある．したがって，適正
な TDM を行うため及び食品の安全を確保するために，簡便・迅速且つ精度の
高い，生体試料及び食品を対象とした微量抗生物質分析法が必要とされている． 
食品や生体試料中の微量な抗生物質を正確に測定する方法として，従来，機
器分析による理化学的試験法が用いられている．近年では，高速液体クロマト
グラフ /紫外吸光度検出器（ LC/UV），LC/蛍光検出器（ FL）及び LC/質量分析計
（MS）などを用いた方法が汎用されている．しかし，夾雑物の多い試料の分析
では， UV や FL 測定に際して夾雑物由来の妨害を受けることがある．また，
MS 測定ではマトリックス効果によるイオンサプレッションなどの問題がある．
そのため，試料中に含まれる夾雑物を取り除く必要があり，液液分配抽出法や
2 
 
固相抽出法（ SPE）等による試料精製が行われている．  
他方，測定感度が不十分な場合もしくは選択性や分離能を改善する目的で，
誘導体化操作を行うことがある．例えば，極性が高く逆相系クロマトグラフィ
ーで分離が困難な物質は，誘導体化によってその極性を下げることで，分離能
が改善される．更に，紫外部吸収や発蛍光作用を持たない物質を UV や FL で
検出可能な化合物に誘導体化することで選択性の高い検出を行うことができ
る．MS ではイオン化効率を高め，測定感度を向上させる目的で誘導体化する
こともある．このように食品及び生体試料中の微量抗生物質の分析では，検出
器に応じて試料の前処理や誘導体化を併用することが重要である．しかし，夾
雑物除去のために行う選択性の高い前処理法や高感度化を達成できる誘導体
化法は煩雑なことが多く，実験者の手技技術の差により，測定結果にバラツキ
が生じることがあった．そこで，本研究では従来法の欠点を改善することを目
的として，クリーンアップ効果が高い前処理法及び操作性を改良した前処理法
を検討した．また，操作が簡便で，且つ高感度な誘導体化法を構築し，それら
の有用性の評価を行った．  
第 1 章では，従来汎用されている逆相系やイオン交換系の固相ゲルと比較し
て効果的に夾雑物を除去できる分子インプリントポリマー（ MIP）ゲル及びイ
ムノアフィニティークロマトグラフィー（ IAC）用ゲルを用いた SPE を検討し
た．MIP とは，対象物質に特異的な分子認識部位を有するポリマーである．MIP
は，抗原に対する抗体のように特異性が高いことから，人工抗体とも呼ばれて
いる．MIP の有効性を確認するために，ハチミツ及びローヤルゼリー中に残留
するクロラムフェニコールの分析を試みた．MIP のクリーンアップ効果の評価
は， LC /UV 測定におけるクロマトグラム，また LC/MS 測定によるマトリック
ス効果の影響，更に固相抗体免疫測定法（ E LISA）における抗原抗体反応への
影響を検討することで行った．その結果，MIP はソバ蜜やローヤルゼリーのよ
うに，夾雑物が多く，従来の逆相系やイオン交換系の固相ゲルでは精製が困難
な試料においても，夾雑物を十分に取り除くことが可能となった．これにより，
LC /UV 測定において妨害物の影響が少ないクロマトグラムが得られ，LC/MS 測
定ではマトリックス効果の影響をほぼ無くすことができ，信頼性の高い測定が
行えるようになった．同様に，MIP で前処理を行った試料を E LISA に適用した
ところ，夾雑物による抗原抗体反応への妨害を低減することができ，MIP の特
異性の高さを確認できた．  
他方，MIP と同等のクリーンアップ効果を有する IAC に着目した． IAC は特
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異性の高い抗原抗体反応を利用した方法で，対象化合物を選択的に保持するこ
とができる．また， IAC は MIP とは異なり，カラムを洗浄することで繰り返し
使用できる利点を併せ持つ． IAC を食肉中に残留するゲンタマイシンの分析に
適用し，クリーンアップ効果を評価したところ，夾雑物が多く分析が困難とさ
れている豚腎臓の前処理に際しても， IA C は，従来の SPE に比べてより夾雑物
の影響が少ない良好なクロマトグラムが得られた．  
これらの結果から，前処理法としての MIP 及び IAC は，従来の SPE と比較
してクリーンアップ効果が高く，夾雑物の多い試料の前処理法として有用であ
ることが示唆された．  
第 2 章では，前処理法の操作性を改善することに主眼を置き，クリーンアッ
プ操作の自動化及び従来のカートリッジ式 SPE を改善した固相分散抽出法
（ SPDE）を検討した．第 1 章で検討した IAC のクリーンアップ効果は高いが，
その操作はカラムへの通液速度を一定に保つ必要があり，熟練した操作技術を
要する．そこで，オンラインで IAC 操作を行い，且つ自動化するためにカラム
スイッチング法を利用したオンライン - IAC システムを構築した．オンライン
- IAC システムでは，コンディショニング，洗浄及び溶出工程をコンピューター
制御システムの中にプログラムとして組み込み，インジェクターから試料抽出
液を 1  mL 注入し，約 20 分間待つだけで，自動的な試料精製を可能にした．更
に，オンライン - IAC システムは LC を基本としているので，通液速度を一定に
保つことができ，実験者の習熟度に影響を受けずに，良好な再現性が得られた． 
他方，従来のカートリッジ式 SPE の操作性を改善した方法として，試料液中
で固相ゲルを分散させることによって迅速な操作が可能な SPDE を検討した．
従来のカートリッジ式 SPEで汎用される減圧吸引型マニホールドを使用する場
合，全ての SPE カートリッジにおいて通液速度を合わせることが困難であり，
回収率にバラツキが生じることがあった．これに対して， SPDE による固相へ
の吸・脱着は試料分散時にほぼ瞬時に行われ，且つ多数検体のろ過処理も遠心
分離で同時に行うため，カートリッジ式 SPE に比べて検体間での通液速度のバ
ラツキを解消する利点があった．  
また， SPDE の新たな利点として，血清のような高粘性試料にも SPDE は適
用可能であり，予め除タンパク操作を行わなくても SPDE 自体が十分な除タン
パク能力を有していることを見出した．そこで， SPDE を血清中バンコマイシ
ンの分析に適用することで，対象物質の抽出率向上し，且つ除タンパク操作の
省略を可能にした．本法による添加回収試験を行ったところ，その平均回収率
4 
 
は 90%以上であり，併行精度及び室内精度も 8 .5%以下と精度の高い方法である
ことが確認された．  
オンライン - IAC システムは，その操作を機械で自動化させたことで，実験者
の労力を軽減し，且つ測定値の再現性を向上させた．他方， SPDE は簡便・迅
速で操作性も良好な上に，多検体処理も並列で行うことができ，操作上のバラ
ツキも軽減した．更に，従来の逆相系やイオン交換系の固相ゲルだけではなく，
MIP や IAC など特異性の高い固相ゲルを用いることも可能であり，従来法を凌
駕した，より洗練された前処理法として今後の更なる応用が期待される．  
第 3 章では， LC における検出系を改善し，簡便・迅速で且つ精度の高い分
析を行うために，誘導体化操作と検出を一体化したカラムスイッチング－オン
カラム蛍光誘導体化 LC 法を構築した．従来のプレカラム蛍光誘導体化法では，
誘導体化操作を手動で行うため煩雑であり，しかも誘導体化生成物が不安定な
場合，測定精度が劣る問題点があった．また，プレカラム蛍光誘導体化法では
操作中に試料が希釈され，測定感度も低下した．そこで本章では，高感度測定
及び操作の簡便化を目的としてカラムスイッチング法を併用した，オルトフタ
ルアルデヒド（ OPA）によるオンカラム蛍光誘導体化 LC 法を鶏肉中コリスチ
ン（ C L）の分析に適用した．カラムスイッチング－オンカラム蛍光誘導体化
LC 法では，誘導体化操作をシステムに組み込み，誘導体化から測定までを常
に一定間隔で行うことができる．そのため，OPA 誘導体化生成物の不安定性を
考慮する必要がなく，迅速に且つ自動的に操作を行うことが可能であり，その
再現性は良好であった．また，カラムスイッチング－オンカラム蛍光誘導体化
LC 法では，誘導体化反応用カラムと分離用カラムを分けることでバックグラ
ンドのノイズが低減され，更にプレカラム蛍光誘導体化法のように誘導体化操
作時に試料が希釈されないことから，測定感度が上昇した．構築した方法によ
る C L の方法定量限界（ S/N  >  10）は， 0 .02 -0 .1  µ g/mL であり，鶏肉中 C L にお
ける残留基準値である 0 .2  µg /g の定量が十分に可能であった．カラムスイッチ
ング－オンカラム蛍光誘導体化 LC 法は，従来のプレカラム蛍光誘導体化法と
比べて反応生成物の安定性に優れ，簡便・迅速且つ高精度な分析が可能となり，
輸入食品の検査などに従事している行政検査機関でのルーチン分析としての
有用性が示唆された．  
以上の研究結果から，本研究で開発した微量抗生物質分析のための前処理法
及び蛍光誘導体化法は，従来の煩雑な作業を軽減し，且つ高精度な分析を可能
にしたことから，食品衛生分野及び臨床分野での活用が期待される．  
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食品．生体試料中の微量抗生物質分析のための前処理法
及び誘導体化法に関する研究
抗生物質は，ヒトや家畜の感染症治療に汎用されている医薬品で
あるが，家畜への使用によって抗生物質が畜産食品中に残留して，
耐性菌出現の原因となることや，ヒトへの健康被害が生じることが
懸念されている。他方，ヒトの適用において有効治療域の狭い抗生
物質を用いる際には，血中薬物濃度を正確に測定する治療薬物モニ
タリング（TDM）が推奨されている。従って，適正な　TDMの実施及
び食品の安全を確保するために，簡便．迅速且つ精度の高い，食品
及び生体試料を対象とした微量抗生物質分析法が必要とされてい
る。
従来，食品や生体試料中の微量な抗生物質を正確に測定する方法
において，試料前処理や誘導体化を併用することがある。しかし，
選択性の高い前処理法や高感度化を達成できる誘導体化法は煩雑な
ことが多く，実験者の習熟度により測定結果にバラツキが生じるこ
とがあった。そこで，本研究では従来法の欠点を改善することを目
的として，クリーンアップ効果が高く且つ操作性を改良した前処理
法を検討したo　また簡便且つ高感度な誘導体化法を構築し，それら
の有用性の評価を行った。以下に本研究で得られた成果を要約するo
選択性の高い前処理用固相ゲルの検討
従来汎用されている逆相系やィオン交換系の圃相ゲルと比較して，効果的に
爽雑物を除去できる分子インプリントポリマー（MP）ゲル及びイムノアフイニ
ティークロマトグラフィー（IAC）用ゲルを用いた固相抽出法（SPE）を検討した。
その結果，MIP及びIACは従来のsPEと比較してクリーンアップ効果が高く，
爽雑物の多い試料の前処理法として有用であることが示唆された。
前処理法の操作性の改善 （オンライン自動化と固相分散抽出法）
クリーンアップ操作を自動化したオンライン一IAC　システム及び
従来のヵートリッジ式SPEを改善した固相分散抽出法（SPI）E）を検
討した。オンラインーIACシステムでは，コンディショニング，洗浄
及び溶出工程をコンピューター制御システムの中にプログラムとし
て組み込み，インジェクターから試料抽出液をlmL注入し，約20
分間待つだけで，自動的な試料精製を可能にした。このオンライン
一IACシステムは通液速度を一定に保つことができ，実験者の習熟度
の影響を受けずに，良好な再現性が得られたo　他方，SPI）Eは固相
への吸．脱着が試料分散時にほぼ瞬時に行われ，且つろ過処理も遠
心分離で同時に行うため，ヵートリッジ式SPEに比べて多検体間で
の通液速度のバラツキを解消する利点があった。またSPDEは血清
のような高粘性試料にも適用可能であり，SPDE　自体が十分な除タ
ンパク能力を有していることを見出した。本法は実用性が高い方法
であることが確認されたo
誘導体化操作と分離検出の一体化
LCにおける検出系を改善し，簡便．迅速で且つ精度の高い分析を
行うために，カラムスイッチング－オンヵラム蛍光誘導体化LC法
を構築したo　本法では，蛍光誘導体化がLCカラム内で行われ，誘
導体化から分離．測定までを常に一定間隔で行うことができるo　そ
のため，誘導体化生成物が不安定であっても再現性は良好で，迅速
に且つ自動的に操作を行うことが可能であったo　また，本法では，
誘導体化反応用カラムと分離用カラムを分けることでバックグラン
ドのノイズが低減され，更にプレカラム蛍光誘導体化法に比べて測
定感度が上昇した。
本研究で開発した微量抗生物質分析のための前処理法及び蛍光誘
導体化法は，従来の煩雑な作業を軽減し，且つ高精度な分析を可能
にし，輸入食品等の検査を行う行政検査機関やTDMでのルーチン
分析としての有用性が示唆され，食品衛生分野及び臨床分野での活
用が期待される。本研究で得られた成果は，4　報の原著論文により
公表されている。以上のことから，本研究は博士（薬学）の学位を
授与するにふさわしい内容であると判定した。
